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ちの 3 菌種がヒトと動物に病原性を示す人獣共通感染症である (Sprague, Neubauer 2005, 
Strobel et al. 2000)。このうち、Yersinia pestis は、ペスト菌として歴史上重要な感染症と
して知られている。また、Yersinia enterocolitica  と Yersinia pseudotuberculosis はヒト
の食中毒菌として重要である。他にも動物、とくに魚類のみに感染するものとして Yersinia 
ruckeri が、魚のレッドマウス病として知られている(Kaczorek et al. 2016, Ormsby et al. 
2016)。上記の人獣共通感染症のうち、Y. enterocolitica と Y. pseudotuberculosis による感
染症を総称して、エルシニア症と称する。この 2 菌種のうち、Y. pseudotuberculosis の患
者数は Y. enterocolitica に大きく劣るものの、感染時の症状はより重篤で、後遺症などが残
ることも稀ではない。また、古くはロシアや北欧などで冬に起こる感染症として知られてい
た (林谷. 2001, 福島.et al. 2000, Bottone 1999, Vasala et al. 2013)。Y. pseudotuberculosis
には、現在亜型も含めると 21 群の血清型があり、そのうち O1 から O6 群、O10 群および
O15 群の 8 つの群が病原性を持っている (Fukushima et al. 2001,永野 et al. 1996, 坪倉. 
et al. 1997) 。日本国内では、O1a 以外のすべての血清型が動物、もしくはヒトから分離さ
れており、麻布大学病理学研究室で経験した動物のエルシニア症例では血清型 O1b、O2b、
O3、O4b がみられ、なかでも O1b、O4b が高頻度に検出されている (宇根. 2011)。Y. 
pseudotuberculosis は、主に経口感染し、重篤な急性腸管感染症を引き起こし、しばしば敗
血症に進展する。また、肝臓、脾臓に結核結節に類似した病変を形成するため仮性結核菌と
呼ばれている (Bronson, May & Ruebner 1972)。 
病原性エルシニア属菌は Y. pestis を除いて主に経口感染する(Duan et al. 2013)。感受性
の高い動物では、Y. pseudotuberculosis が経口感染したのちに、小腸のパイエル板から組
織内に侵入する。局所で増殖し、血液やリンパ流路によって全身に拡散し、特に脾臓、肝臓






Y. pseudotuberculosis によるエルシニア症の発生状況 
 
3 
ヒトにおける Y. pseudotuberculosis によるエルシニア症の発生は、世界中で報告されて
いる (Fukushima et al. 2001, Mair 1973, Galindo et al. 2011, Tsubokura et al. 1987, 
Inoue et al. 1988)。また、様々な動物に病原性を示し、ブタ、齧歯類、霊長類での感染、致
死例の報告がある (Bronson, May & Ruebner 1972a, Nakamura et al. 2013, Fukushima, 
Gomyoda 1991, Tsubokura et al. 1984, Uchida, Kaneko & Hashimoto 1982, Bronson, 
May & Ruebner 1972)。他にも、インコ、カエデチョウなどの鳥類や、マーモット、コウモ
リなどで致死例を含めた感染例の報告がある (Nakamura et al. 2013, Childs-Sanford et 





の致死事例は、主に気温が下がる冬に多い (Kageyama et al. 2002, Hirai et al. 1974)丸山 
et al. 1983, 佐々木 et al. 1996, 宇根 et al. 2003) 。実際、2013 年にある施設で飼育して
いた鳥類のうち、飼育群の約半数が Y. pseudotuberculosis 感染により死亡した事例では、





et al. 2002, Hirai et al. 1974, 丸山 et al. 1983, 佐々木 et al. 1996, 宇根 et al. 2003、
Iwata et al. 2011)、特に、リスザル、ブラッザグエノン、パタスモンキーで大規模な致死的
流行事例が多い (Bronson, May & Ruebner 1972, Hirai et al. 1974、宇根 et al. 2003)。こ
のように外来種のサル類では一般的に Y. pseudotuberculosis への感受性が高い。一方で、
ニホンザルは屋外で、いわゆる『サル山』という飼育形態で展示されることがほとんどで、
感染源となる動物との接触機会が多いと判断されるにもかかわらず、発症致死例はほとん
どない (Kageyama et al. 2002)。この理由として Y. pseudotuberculosis に感受性の高いサ
ル類が、生息する東南アジア、南アメリカやアフリカでは、Y. pseudotuberculosis は少数
しか検出されていないことから (Fukushima, H. 2006)、これらの地域のサル類が Y. 
pseudotuberculosis に対して抵抗性が低い、あるいはないことが推察されている (岩田. 
2007)。さらに、これらのサルは亜熱帯から熱帯に生息し、寒冷ストレスを受けやすいこと
も要因になっていると考えられる。 
Y. pseudotuberculosis や Y. enterocolitica は、産業動物であるブタに不顕性感染するた
め、豚は保菌動物として重要である  (Maruyama 1987, Fukushima et al. 1984, 
Fredriksson-Ahomaa, Korkeala 2003)。また、伴侶動物でも、イヌやネコから数%の割合で
分離される (Shiemann., D. K. 1989. 杉山., 2000.)。野生動物では、欧州では野鳥の Y. 
4 
pseudotuberculosis 保菌率が高く (Mair 1973, Fukushima, Gomyoda 1991)、国内では、
鳥類に加えて、齧歯類、タヌキでの保菌率が高い (Fukushima, Gomyoda 1991, Suzuki et 
al. 1995)。国内の動物飼育施設（展示施設）いおけるエルシニア症の流行には、侵入阻止が
非常に困難である小型の齧歯類が感染源として重要視されている(Hamasaki et al. 1989, 
Shiozawa et al. 1988)。 
 
Y. pseudotuberculosis の病原性の機序 
 
Y. pseudotuberculosis は、宿主の体内に経口経路で感染すると、小腸まで侵入し標的で
ある M 細胞に接着し、Ⅲ型分泌装置を差し込む (Osei-Owusu et al. 2017, Liu et al. 2012, 
Cornelis et al. 1998, Flores-Kim, Darwin 2012)。その後、Yersinia outer membrane 
proteins (Yops) と呼ばれるエフェクタータンパクを注入し、その細胞骨格の破壊、もしく
は炎症性サイトカインの放出阻害といった病原性を発揮する  (Galindo et al. 2011, 
Cornelis et al. 1998, Wolf-Watz 1989, Cornelis 2002, Amer et al. 2013)。Yops が引き起こ
す病原性は、多岐に亘る。例を挙げると、YopE、YopH が細胞骨格のアクチンを破壊し、
YopP が TNFα を阻害する (Flores-Kim, Darwin 2012)。また、YopP、YopJ は細胞のアポ
トーシスを誘導する (Cornelis 2002, Maldonado-Arocho et al. 2013, Thorslund et al. 2013, 
Sidorenko, Buzoleva 2012, Zhang et al. 2012)。YopE は、Rho GTP アーゼ活性化タンパク
質 （GAP）として機能する (Zhang et al. 2012)。機能が不明の YopM も存在する (Cornelis 




接着に関わる因子として、Yersinia adhesion A (YadA)や Invasin、Psa、Ail がある (Ho 
et al. 2012, Paczosa et al. 2013, Mikula, Kolodziejczyk & Goldman 2012, Hammerl et al. 
2012)。これらの病原性に関連する因子のうち、Ⅲ型分泌装置と呼ばれる注射針のような構
造のエフェクタータンパク注入装置はすべての病原性エルシニア属菌が保有しているが、Y. 
p のみ YadA を持たない (Ho et al. 2012, Paczosa et al. 2013, Hammerl et al. 2012)。ま
た、接着因子のうち、YadA を除くすべての接着因子は染色体にあり、YadA のみが病原性
プラスミドにコードされている (Mikula, Kolodziejczyk & Goldman 2012, Palonen et al. 
2013)。 
 ほかにも、スーパー抗原となる YPM (YPMa,YPMb,YPMc の 3 種類が存在)と呼ばれる
病原因子も保有しており、これは感染動物に多種多様な症状を示す原因であると推察され
ている (Abe et al. 1997, Sato, Ouchi & Taki 1983) 。我が国で分離される病原性 Y. 
pseudotuberculosis のほとんどがこれらの病原因子を保有している (Fukushima et al. 
2001)。一方で海外、特にエルシニア症に高感受性のサル類が生息する地域には YPM を持
5 
つ Y. pseudotuberculosis の分離報告例はないことから、感受性の高いサル類の病態の増悪





















pseudotuberculosis 死菌ワクチンによる感染防御を試みてきた (中村. 2011)。このワクチ
ンは、Y. pseudotuberculosis の持つ接着因子の 1 つである Yersinia adhesin A（YadA）
を強発現させた Y. pseudotuberculosis を不活化し免疫原としたもので、これまでにエルシ
ニア症事例の多いリスザルを対象として複数の施設で、臨床実験を実施したところ、劇的



























免疫原とした Yersinia Adhesin A(YadA)は、腸管上皮細胞への付着以外に、マクロファ
ージの食作用の阻害と食細胞内での殺菌作用に対する抵抗性など多様な機能をもつといわ
れており (Bi et al. 2012, Eitel, Dersch 2002)、Y. pseudotuberculosis が病原性を発揮する
ために重要なタンパクであるため、防御抗原となりうることが想定された。そして、すでに、
中村 (中村. 2011)が YadA を強発現させた Y. pseudotuberculosis を不活化させたワクチン
（不活化ワクチン）投与で、一定の効果を得ている。YadA は病原性プラスミド (pYV)によ
ってコードされる単量体で分子量 41～44kDa の菌体外膜タンパクで、通常、この YadA が、
3 量体となって存在し、棒付きキャンディー状とも形容される構造をとる (Tamm et al. 













Y. pseudotuberculosis ４菌株と大阪大学から購入した血清型O4b型RIMD 2503048  (以
下:阪大 4b) 計５株の yadA をシークエンス解析した。当研究室保管の菌株のプロフィール
は、病性鑑定したリスザルから分離された O1b 型 (検体番号 Ex11016M：以下 16M 株)、
O4b 型 2 株 (検体番号 Pr10074M：以下 74M 株、Pr11004M：以下 04M 株)、ルーセット
オオコウモリから分離された 4b 型 (Nakamura. et al 2013)(以下コウモリ株)を解析した。
解析結果を、データベースに記載されている Yersinia pseudotuberculosis PB1/+ plasmid 
pYPTS01 accession nc_010635 version NC_010635.1 と比較し、yadA 増幅プライマーを
設計した。なお、シークエンス解析は、マクロジェン・ジャパン株式会社に委託した。 
 
1-2. 遺伝子組換え YadA 発現大腸菌の作製 
 
本実験では、遺伝子組み換え大腸菌として、E. coli:BL21 ( DE3 )株 ( TAKARA )に、yadA
を組み込み、組換えタンパク YadA ( rYadA ) を発現させることを目的とした。今回の実験





 病原性エルシニア ( Y. pseudotuberculosis )からの遺伝子の抽出、および組換え大腸菌の
作製は、 1-1. の解析結果から、最もデータベースのものと近かった阪大株：Y. 
pseudotuberculosis 血清群 4b RIMD 2503048 株から、Fast pure DNA kit (TAKARA)、を
用いて製品の使用説明書に従って行った。 






溶化タグとなる trigger factor (TF)をコードする領域を持つ pCold-TF (TAKARA)、タグと
なる担体を持たない pCold-Ⅲ(TAKARA)を用いて、ベクター内のマルチクローニングサイ
トに yadA を組み込んだ組み換えベクターをつくり、これを大腸菌 E. coli ; Competent Cell 
BL21 (TAKARA)に取り込ませた。株の名前を、Table. 1 に記載のとおり、PS、BX、TF、
Ⅲとし、プライマー、および制限酵素は、株ごとにそれぞれ Table. 1 に記したものを使用





方法は、0.1%Ampicillin 加 LB 液体培地 3ml にそれぞれの組換え大腸菌株をほんの少量接
種し、37℃、一晩振盪培養したのち LB 液体培地 10ml に培養液を 500μl 接種し、37℃で振
盪培養した。培養中に、吸光光度計で培養液の OD600 の値を計測し、濃度が PS,BX 株で
OD600=0.6～0.7、TF,Ⅲ株で OD600=0.4~0.5 の範囲になると、IPTG（Isopropyl-β-D-
thiogalactopyranoside） (TAKARA)を全量で 1.0mM になるよう添加し、PS,BX 株では
30℃、TF,Ⅲ株では 15℃で振盪培養した。培養中、IPTG 添加後 0、2、4、6、24 時間で 1ml
ずつ採取、また吸光光度計で OD600 の値を測定したのち、13,000rpm、1 分遠心して上清
を取り除き、沈殿を吸光度 1 につき 500μl の割合で希釈、超音波破砕したのち、破砕液 30μl
と LDS sample buffer(INVITROGEN)10μl とを混濁して、12.5%ポリアクリルアミドゲル
で 80 分泳動した。泳動したゲルは、クマシ―ブリリアントブルー (CBB) (BIO RAD)で染
色し、目的位置(PS、BX 株：GST-YadA ; 67~70kDa、TF 株：His-TF-YadA ; 89～92kDa、









1-1. Y. pseudotuberculosis のシークエンス解析結果 
 
 Y. pseudotuberculosis 阪大 4b、16M 株、74M 株、04M 株、コウモリ株を plasmid pYPT01
の配列と比較したところ、すべての株で、5´末端側から 1003bp 目の塩基が a→c (アミノ
酸：S→R)に、また、5´末端側から 1275bp 目の位置で c→t (アミノ酸置換を伴わない)に
違いがみられた。さらに、74M 株は、それに加えて 81bp 目の位置で g→a (アミノ酸置換を
伴わない)への違いがみられた。また、コウモリ株と 04M 株両方で、814bp 目の位置で g→a 
(アミノ酸：A→T)への違いがみられた (Figure. 1-1)。  
 
1-2. rYadA の性状 
 
作成した組換え大腸菌 4 株を培養、さらに培地に IPTG 添加して、経時的に観察した結
果、SDS-PAGE で予想される質量の位置に、菌量当たりの発現量が一定のタンパクのバン
ドが観察された (Figure. 1-2a)。PS、BX 株は、おおよそ 68~71kDa 付近、TF 株は 88~91kDa























を用いて可溶化し、様々な手段で精製して用いるのが一般的である(Derbise et al. 2012, 
Blisnick et al. 2008)。理由としては、組換えタンパクを、可溶性タンパクとしてリフォールディング
することで、目的のタンパクの性質に近づけるためであることと、大腸菌の細胞膜に存在する LPS
が、免疫する動物に悪影響を及ぼす恐れがあるためである (Zollinger et al. 1997, Hartmann 
et al. 1999)。今回、精製した封入体中には、LPS はほとんど検出されなかった。ヒトの医薬品とし
て用いる場合、LPS フリーであることが求められる。しかし、一方で LPS の存在が、アジュバントと


























第 2章 感染実験による rYadAの免疫原性の検討 
 




い (Welkos et al. 2002, Garmory et al. 2004, Branger et al. 2010, Branger et al. 2009)。
この開発過程で、Y.pestis と非常に近縁な Y. pseudotuberculosis を弱毒化、不活化して免
疫原とする試みがなされた報告が数例あるのみである (Blisnick et al. 2008, Derbise et al. 
2012)。そして、エルシニア症すなわち、Y. pseudotuberculosis, Y. enterocolitica を標的と
したヒト用および動物用ワクチンの開発はほとんどなされていない。わずかにある過去の
開発に関する報告では、免疫原として、YopE および YopV と YopE を融合させたタンパク
などが検討されているが、いずれも、感染実験などによる効果の検証が十分になされていな
い (Blisnick et al. 2008, Derbise et al. 2012)。また、ニュージーランドで養鹿を含む畜産
業界で不活化 Y. pseudotuberculosis ワクチン (Yersiniavax) が用いられているが、全ての
動物に免疫賦与ができないこと、その効果の検証が学術的に実施されていないのが現状で
ある。 





第１章では、Y. pseudotuberculosis が持つ YadA に注目し、遺伝子組み換え大腸菌によ




れ、中村らは、実験の際に Y. pseudotuberculosis に特に高感受性のマウスの系統として、
BALB/c を用いてエルシニア症マウスモデルを構築し実験を行っている (中村.2011) 。 
本研究では、第１章で作成した遺伝子組換え YadA(rYadA)大腸菌 PS 株と TF 株を生産物









培養時間:6hr、TF 株は、IPTG 濃度:1.0mM、温度:15℃、培養時間:24hr 
 
2-1-1. PS 株からの不溶性 rYadA (封入体) の精製 
 
PS 株を培養し、13,000 rpm、1 分で回収、0.1% Triton-X 加 PBS ( PBS-T )で懸濁して、
氷冷しながら超音波破砕した。その後、13,000rpm、1 分間遠心し、上清を捨て、沈殿物を
PBS-T で再度懸濁し超音波破砕、その後 13,000rpm、1 分間遠心した。これを、5 回くり返
して洗浄した。最後の遠心で精製した封入体物を、2ml チューブ 1 本当たり PBS 4ml で希
釈した。その後 SDS-PAGE を行い不溶性 rYadA の存在を確認したのち、希釈液 100μl を
とり、13,000rpm、1 分間で遠心し上清を捨て PBS-T100μl で再度懸濁して 100℃、20 分
間加熱し不溶性 rYadA を可能な限り可溶化した。これを、Lowry 法を用いてタンパク定量
を行い、その結果に応じて封入体物を希釈し動物実験に使用した。 
 
2-1-2. TF 株からの可溶性 rYadA 精製 
 
 培養した菌株を、13,000rpm、1 分間で遠心して菌を回収し、上清を捨て、菌ペレットを
菌量が 1 本当たり 0.2~1.0g になるよう 2ml チューブ 4 本に取分けたのち、それぞれ
Equilibration Buffer (50mM:ph7.4 リン酸緩衝液、300mM:NaCl、20mM:イミダゾール；
pH8.0) 2ml で懸濁して、氷冷しながら超音波破砕した。それを 13,000rpm、1 分間で遠心
して、上清を丁寧に取り出し、His60 Ni Gravity Column ( Clontech )を用いて、金属アフ
ィニティークロマトグラフィーを、取扱説明書に従って行い可溶性 rYadA を精製した。そ
の後、回収した可溶性 rYadA を、Bradford 法を用いて定量し免疫原として動物実験に使用
した。 
 
2-1-3. YadA を菌体表面に強く発現した Y. pseudotuberculosis : O4b のホルマリン不活化全
菌体（YadA 強発現死菌）の作製 
 
 Y. pseudotuberculosis の重要な病原因子である YadA をコードしているプラスミド性の
病原因子は 37℃で発現し、Y. pseudotuberculosis の通常の培養温度である 25℃では発現
しないことが知られている (Zhang et al. 2012, Singh et al. 2015)。また、中村、岩田らの
研究では、YadA を強発現させた Y. pseudotuberculosis をホルマリンで不活化し、マウス
に投与することで Y. pseudotuberculosis 感染に対する防御効果が得られることが分かって
いる (中村.2011, 岩田. 2007)。今回、同様の手段で不活化 Y. pseudotuberculosis を作製し、
16 
これを Y. pseudotuberculosis 感染に対する rYadA の免疫効果との比較対照とした。 
YadA 強発現不活化 Y. pseudotuberculosis 作製は、岩田氏の方法(岩田. 2007)に従い、以下
のように行った。供試菌株をBHL液体培地 10mlに接種して 25℃で 24時間前培養した後、
その培養液 10ml を RPMI 1640 液体培地（日水、東京）500ml に接種し、37℃で 18 時間
振盪培養した。その後、濃度 1%となるように、培養液にホルムアルデヒド液（和光純薬、
大阪）を加え、室温で 24 時間反応させて菌を不活化した後、8,000rpm で遠心分離し、滅
菌生理食塩水に浮遊させる作業を 3 回繰り返すことにより菌体を洗浄し、YadA 死菌を得





ウスは、BALB/c、雄、3 週齢 (日本 SLC) を使用した。実験は、Table. 2 に示す通りマウ
スを、前述の方法で作成した免疫原、PS 株由来不溶性 rYadA:100μg/ml 接種群 5 匹、TF 株
由来可溶性 rYadA:100μg/ml 接種群 4 匹、Y. pseudotuberculosis を１％ホルマリンで不活
化した Y. pseudotuberculosis : 20mg/匹接種群 5 匹、PBS 投与群 3 匹、に群分けして行っ
た(Table. 2)。 
マウス導入から 1 週間の検疫、順化期間を設けた後、採血し、それぞれのワクチンを皮下接






2-2-1. 抗 rYadA と Y. pseudotuberculosis Immunoglobulin G (IgG) に対する enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA 法)   
 
供試血清は 56℃、30 分処理して非動化した後、Y. pseudotuberculosis は 40 倍、rYadA
は 400 倍で、PBS-T を用いて希釈した。ELISA は、96 穴マイクロプレートに、ph 9.4 の
炭酸緩衝液に溶かしたTF株由来可溶性 rYadAを100ng/well、不活化Y. pseudotuberculosis
を200µg/wellそれぞれ入れ、24時間4℃で静置、その後10%BSA Diluent/Blocking Solution
を 10 倍希釈したもの 300µl を入れて 15 分静置した。サンプルは、ウェルごとに 50µl いれ
て室温で 1 時間放置、その後 PBS-T で 5 回洗浄し、HRP 標識抗マウス IgG を、1,000 倍
希釈し 50µl 入れ、一時間室温で静置した。その後、同様に 5 回 PBS-T で洗浄し、発色液
ABTS Microwell Peroxidase Substrate (FUNAKOSHI) を 50µl 加えて 20 分静置したの
ち、50µl の 1%SDS で反応を停止後、 iMark マイクロプレートリーダー  (Bio-Rad; 
17 
California, USA) で OD405 の値を測定した。 
 










実験に用いたマウスの血清 IgG 抗体価は、Two- way repeated measure ANOVA 検定を
用いて比較し、生存率は Kaplan-Meier 法を用いて比較した。いずれも、Graph Pad Prism5 




2-1. 血清 rYadA 特異的 IgG 抗体価 
 
抗体価、生存率、病理学的所見を比較した。不溶性 rYadA 投与群では、マウスの血清中の
rYadA と Y. pseudotuberculosis 特異抗体価は、1 週間おき 2 回の投与で、有意に上昇した 
(Figure. 2-1a) (✻✻✻p<0.001)。また、同様に、不活化 Y. pseudotuberculosis 投与群にも有





の群でみられた。その後、経時的に動きが鈍化し、7日目から死亡個体が出始めた (Figure. 2)。 
死亡したマウスはいずれも死亡する直前まで毛並みが悪く、うずくまる状態が多く、動きはほとんど
観察されなかった。最終的に、耐過生残したマウスは、不溶性 rYadA100μg投与群 5匹 (生存率
100%)、不活化 Y. pseudotuberculosis投与群 3匹 (生存率 60%) であった (Figure. 2-2)。TF

































本研究では、PS 株由来不溶性 rYadA の、Y. pseudotuberculosis に対する強い免疫原性
が示唆された。マウスを用いた感染実験では、不溶性 rYadA の週１回、2 回の投与で、抗
体価の有意な上昇がみられた。さらに、生存率は不溶性 rYadA 投与群では 100%で、どの
投与群と比較しても最も高い免疫効果が得られた。また、不活化 Y. pseudotuberculosis 投
与群においても、同様に抗体価の上昇がみられ、しかも、値は不溶性 rYadA を上回るもの
であったが、生存率は 60％と不溶性 rYadA には及ばなかった。一方、TF 株由来可溶性
rYadA 投与群では、抗体価の上昇もみられず、また生菌接種後、すべての個体が死亡したた














研究室ではワクチンによりその目的を達するべく YadA 強発現不活化 Y. 
pseudotuberculosis を開発し、一定の効果を得てきたが (中村. 2001)、今回作成した rYadA
も、それを上回る効果を示した。 
不活化 Y. pseudotuberculosis ワクチン投与群と、rYadA 投与群で、抗体価を比較したと
ころ、rYadA に対する抗体価は同程度で、さらに Y. pseudotuberculosis に対する抗体価は、
不活化 Y. pseudotuberculosis 投与群のほうが著しく高かった。これについては、Y. 
pseudotuberculosis に特異な抗体価の誘導では、Y. pseudotuberculosis 感染に対する防御
抗原とはならないと考えた。しかし、rYadA に対する抗体価が同様であったにも関わらず、
生存率に差が出た理由については、死亡した Y. pseudotuberculosis 投与群 2 匹の抗体価が
低かった可能性があり、死亡した 2 匹の rYadA 抗体価を確認したところ、2 匹とも不活化







影響、粒子の大きさあるいは rYadA に融合している GST の影響などが考えられたが、これ
らの関連について論じた報告はなく、その機序は不明であった。この機序を解明するために
は、今後、PS 株 rYadA の LSM による組成タンパクの解析、封入体の物理的破砕物による
免疫効果の検証などによるさらなる検索を行い解明する必要があると考えた。 
組換えタンパクを免疫原とする場合、可溶化し精製したうえで、アジュバントや担体など
とともに投与するのが通例である (Barouch et al. 2015, Zhao et al. 2015, Batra et al. 2014, 
Hicar et al. 2016, Derbise et al. 2012, Blisnick et al. 2008)。従って、TF 株由来可溶性
20 
rYadA も、アジュバントなどを用いることで効果を発揮する可能性があるかもしれない。 




























量は種類によって大きく異なるため、施術時には厳密な麻酔管理が必要とされる (岩崎 et al, 
2015)。当然、野生動物を含めたエキゾチックアニマルでは、イヌ、ネコよりも麻酔管理のデータは





疾患で研究が進んでいる (Lega et al. 2016, Eitel, Dersch 2002)。さらに、経口投与型ワクチン
は、粘膜局所免疫を誘導し、それによって病原体に対する感染そのものを阻止することができると
期待されている (Lundgren et al. 2014, Burgasov et al. 1976, Hicar et al. 2016)。従来の注
射型ワクチンは、全身投与であることから、全身免疫しか誘導されないが、近年、Polio 
vaccine, Cholera vaccine, Typhoid vaccine, Rotavirus vaccine, Transcutaneous vaccines, 
Plant-based vaccines, M-cell-targeted vaccines などのいくつかの経口あるいは経鼻投与に
よる粘膜ワクチンは、粘膜の局所免疫と全身免疫の双方を誘導するとされている (Singh et 
al. 2015, Sheikh et al. 2016)。これは、局所と全身の二段構えの次世代型ワクチンとして、
今後開発が期待されているものである。 
 第 2 章では、不溶性 rYadA の免疫原性は確認できたものの、免疫した個体にも症状や病変が
みられたことから、全身性免疫の誘導のみでは完全な感染阻止に至らないことが示された。本章で











不溶性 rYadA 経口投与による免疫効果を病理学的および免疫学的に評価した。ICR マウス
計 12 匹を、投与量によって 1 群 3 匹ずつに分けた。いずれも、経口投与で、①群：不溶性
rYadA 1,000µg : 3 匹、②群：500µg : 3 匹、③群：100µg : 3 匹、④群：PBS 0.2ml : 3 匹に、
週１回ごとに 2回投与した。最終免疫の 1週間後にY. pseudotuberculosis 107個/匹接種し、
その後 2 週間観察し、糞中特異 IgA を測定し，ワクチン投与および生菌接種の影響を検討
した(Table. 3)。糞は、ワクチン投与の 1 週間前から生菌接種後 2 週間の間、週 1 回、回収
した。 






3-1-2. マウスの糞中 rYadA 特異 IgA 抗体価測定 ELISA 法の確立 
 
第 2 章に記載した方法によって、マイクロプレートに、ph9.4 炭酸緩衝液で希釈した TF 株由来










の段へかきまぜた。これを、最下段まで行い、最後に 50µl すてて 2 倍段階希釈の列を作製し、常
温で 1hr 静置した。その後、PBS-T で 5 回洗浄し、10,000 倍に希釈した HRP 標識ウサギ由来
抗マウス IgAIgGを 50µl入れ、さらに 1hr常温で静置した。その後、再度 PBS-Tで 5回洗浄し、






3-1-3. 経口免疫賦与マウスへの Y. pseudotuberculosis感染実験 
 
 それぞれの実験群のマウスに Y. pseudotuberculosis 107個/匹接種して、2 週間観察後、
計画殺して、病理学的に検索した。また、脾臓を細菌培養・Y. pseudotuberculosis を定量
し、脾臓中の菌量を各群で比較した。具体的には、脾臓の重量を測定し、その 9 倍量の滅菌
整理食塩水で破砕、希釈した。その破砕液を、さらに 100 倍、1,000 倍、10,000 倍に希釈
し、それらをエルシニア属菌の選択培地である CIN 寒天培地に 100µl ずつ撒いて、白金耳
で広げ、25℃、24hr で培養し、コロニーの数を計測した。コロニー数が、培地上に 30~300
個の間にある希釈倍率のものから逆算し、臓器 1g 中の Y. pseudotuberculosis の菌数を算
出した。 
 






を行った。使用したマウスは、第 2 章と同様に BALB/c、雄、3 週齢(日本 SLC)を使用した。
実験は、Table. 3 に示すとおりである。3-1.で得られた結果に基づいて、有効最低量である
500μg/匹を投与量とした。500μg 接種群を 5 匹、PBS 投与群を 3 匹に群分けして行った
(Table.4)。 
マウス導入から 1 週間の検疫、順化期間を設けた後、試験前採血を行った。不溶性 rYadA
を 1 週間間隔で同一量を２回投与した。最終ワクチン投与の 1 週間後に Y. 
pseudotuberculosis の生菌液を、107個/匹を経口接種して、2 週間観察した。その期間に、
糞を 1 日ごとに回収し、体重を測定し、生存率および病理学的所見を比較し検討した。 
 




で破砕し希釈した。その破砕液を、さらに 100 倍、1,000 倍、10,000 倍希釈し、それらを
エルシニア属菌の選択培地であるCIN寒天培地に 100µl ずつ撒いて、白金耳で広げ、25℃、
24hr で培養し、コロニーの数を計測した。コロニーは、30~300 の間にある希釈倍率のも





3-1. 糞中 rYadA 特異 IgA 抗体価測定法の確立と、経口投与による rYadA 特異 IgA 抗体価の
推移および最適な投与量の検索 
 
ICR マウスを用いて、①群：不溶性 rYadA 100µg 経口投与群、②群：500µg 投与群、 ③
群：1,000µg 投与群、④群：PBS 投与群に週１回、計２回投与し、経時的に ELISA 法で糞
中 rYadA 特異 IgA 抗体価を測定したところ、①、②と③群で rYadA 特異 IgA 抗体価の上
昇がみられた。最も長く高値を維持した群は、②群の 500µg 経口投与群で、2 週間持続した
(Figure. 3-1)。一方、①群の 100µg 投与群は、2 回目投与から 1 週間で下がり始め、③群の
1,000µg 投与群は、2 回目投与時をピークとして、以降、下落に転じ、3 週間目で免疫前程
度になった (Figure. 3-1)。 
また、エルシニア症の特徴病変とされる脾臓の多発性白色結節がみられ、その病変に一致
して組織学的に壊死と細菌塊が観察された。脾臓中の菌量を測定したところ、図 3-2 のよう
に、④群では 10,000CFU/g 以上の個体が 3 匹中 2 匹いたが、免疫群である①群では 1 匹を
除いてすべての個体が 10,000CFU/g 以下で (Figure. 3-2)、②、③群では、さらに低く、
10,000CFU/g 以上の菌が検出された個体は 1 匹のみで、残りの 2 匹はいずれも 0 もしくは
0 に近い値であった(Figure. 3-2)。本実験によって、500µg／匹、2 回が適切な免疫条件で
あると判断した。 
 
3-2. エルシニア感染マウスモデルによる不溶性 rYadA経口投与による免疫効果の検討 
 
BALB/c マウスを用いて、不溶性 rYadA 500µg を週１、2 回経口投与後、Y. 
pseudotuberculosis を接種した結果、観察期間 2 週間の生存率は 100%であった。対照群と
比較して、有意に生存率が高かった (Figure. 3-3)。糞中菌量は PBS 投与群と比較して有意
差はなかったものの、わずかに減少傾向がみられ、糞中への排菌が改善する傾向がみられた
(Figure. 3-4a)。また、体重の減少も PBS 投与群と比較して軽減されていたが、統計学的に
有意差はなかった (Figure. 3-4b)。 
小腸、腸間膜リンパ節の菌量を測定したところ、不溶性 rYadA 投与群の小腸、腸間膜リ
ンパ節の菌量は、PBS 投与群の死亡、生存した個体どちらと比較しても少ない傾向にあり、






























れ、研究されている (Sory et al. 1990, Yuki, Kiyono 2009, Paes et al. 2016, Derbise et al. 
2012, Fellows et al. 2015, Desai et al. 2015, Whole Mycobacteria Cell Vaccines for 
Tuberculosis Summary Group 2015)。特に、腸管感染症や肺炎などのような粘膜感染を引
き起こす感染症に対しては、粘膜ワクチンの開発が望まれている (Sory et al. 1990, Yuki, 
Kiyono 2009, Derbise et al. 2012)。実際に、コレラなどで開発され、実験段階ではあるも
のの、高い効果を上げているものもある (Desai et al. 2015)。一方で、インフルエンザワク
チンで、生ワクチンの鼻腔内投与によって粘膜局所免疫を誘導したヒトと、不活化ワクチン
を静脈注射し全身免疫を誘導したヒトでは、後者のほうが高い効果を示したという報告も







見は、中村が報告している Y. pseudotuberculosis 不活化ワクチンの経口投与による免疫、感染
実験の生存率 60% (中村 . 2011)にまさるもので、さらに、YadA 強発現不活化 Y. 
pseudotuberculosis ワクチンより効果的で、さらに、不溶性 rYadA 皮下投与と同等の効果を示し、
遜色なく、経口投与でも十分な免疫を賦与できると判断した。 
経口投与によって免疫を賦与しようとする場合、通常、免疫原をアジュバントや担体など
















































発現不活化 Y. pseudotuberculosis ワクチンによって流行阻止を試み、一定の成果を得てき
た。 
 その概要は次のとおりで、エルシニア症の流行がしばしば発生している２つのリスザル
繁殖施設、施設 A （100 頭前後飼育）と施設 B  (60 頭前後飼育)において、2005 年度〜
2015 年度までの過去 10 年間にわたり毎年、施設 A と B で飼育されているリスザル全頭に
エルシニア症ワクチンを投与してきた。2005〜2011 年の 7 年間は、YadA を菌体表面に強
発現した不活化 Y. pseudotuberculosis ワクチンを皮下投与した (中村. 2011)。その結果、
施設 A ではワクチン開始の 2 年後からエルシニア症の流行がみられなくなった。しかし、
施設 B では 2005 年から一時流行が収まったかにみえたものの、2008 年、2010 年と相次い
で 1 から 2 頭の死亡例が発生している。そこで、本章では、不活化 Y. pseudotuberculosis
ワクチンを不溶性 rYadA に変更し、2011 年からその皮下投与によるワクチンの有効性の検
証を行った。 













発の障壁となっている (Paes et al. 2016, Feodorova, Motin 2012)。先行研究では、粘膜局
所における抗原特異 IgA の誘導を効果的に増強する粘膜免疫活性化因子として、コレラ毒
素や大腸菌の易熱性毒素などのような粘膜アジュバンドなども開発されている (Azegami 
et al. 2015, Chen et al. 2010)。さらに、近年、このような粘膜ワクチンとして、遺伝子組
換え技術を応用し、ワクチン抗原を米などの植物に発現させた植物産生型ワクチンも注目
されている (Yuki, Kiyono 2009, Chen et al. 2010)。 





4-1. リスザル繁殖施設リスザルにおける不溶性 rYadA 皮下投与とエルシニア症発生状況との関
連 
  
 エルシニア症ワクチン開発研究の協力施設 A と B のリスザル飼育群を対象とした。A は
ボリビアリスザル（Saimiri boliviensis）約 90 頭で、クリークで囲まれた一定エリアに放
し飼いされている。一般の入場者は島内に立ち入ることができるが、網で仕切られている。




4-1-1. 不溶性 rYadA 皮下投与とエルシニア症発生状況 
 両施設のリスザルを捕獲後、イソフルランによる吸入麻酔下で、A では 2 月、B では 12
月に 2011〜2015 年の毎年ワクチンを皮下投与した。 
ワクチンは、2011 年度までは YadA 強発現不活化 Y. pseudotuberculosis ワクチン、2012
年度は YadA 強発現不活化 Y. pseudotuberculosis ワクチンと不溶性 rYadA の混合ワクチ
ン、2013〜2015 年度は不溶性 rYadA ワクチンを用いた。いずれの年も、YadA 強発現不活











4-1-2.  ELISA による Y. pseudotuberculosis および rYadA に対する血清 IgG 特異抗体価
測定 
 
 リスザルから得た供試血清は 56℃ ,30 分処理して非動化し、マウスと同様に Y. 
pseudotuberculosis は 40 倍、rYadA は 400 倍に、wash solution(PBS-T)でそれぞれの倍
率に希釈した。 
第 2 章のマウスと同様に、ELISA 用 96 穴マイクロプレートに、それぞれ定法に従って
培養した TF 株から精製した可溶性 rYadA を 100ng/well/50µl 、不活化 Y. 
pseudotuberculosisを 60µg/ml/50µlとなるように希釈し、分注した。4℃で 24時間静置し、
ウェルに吸着させた後、抗原液を除去、被検溶液中のタンパクが非特異的にプレートに結合
するのを阻止するため、1%BSA Diluent/Blocking Solution を各ウェルに 300μl ずつ分注
し、室温で 15 分反応させた後、反応液をウェルより除去した。 
 その後、抗原を吸着させたマイクロプレートに非動化し希釈した供試血清を 50µl ずつ入
れ、室温で 1 時間反応させた。その後反応液を捨て、wash solution(0.05%Tween20 加 PBS)
で 5 回洗浄した。その後固相化抗原プレートの各ウェルに wash solution で 1,000 倍希釈
した二次抗体（ペルオキシダーゼ標識プロテイン G）を 50µl ずつ加え、室温で 1 時間反応
させた後、反応液を捨て、wash solution で 4 回洗浄した。次に、発色基質として ABTS(2•2-
azino-di [3-ethylbenzthiazoline sulfonate])（KPL, U.S.A.）を 50μl ずつ分注し 20 分静置。
静置後 1%SDS で反応を停止し、iMark マイクロプレートリーダー (Bio-Rad; California, 
USA)を用いて、波長 405nm の吸光度を測定した。また、得られた結果からカットオフ値
を算出した。2011〜2015年の間に 2施設で生まれた、エルシニアに暴露された形跡がなく、
ワクチン投与もされていない新生仔リスザル 46 頭を陰性対照として用いて、OD405 値の
平均値および標準偏差を算出し、平均値に標準偏差を加えた値をカットオフ値とした。そし
て、カットオフ値より高い OD405 値を示した供試血清を抗体陽性、低い OD405 値を示し
た血清を抗体陰性とした。 
 




された場合、そのコロニーをさらに TSA 寒天培地に塗布し、37℃、24hr で増菌したのち、
保健科学研究所（市中の検査会社）に依頼し菌種の同定を行った。 
  
4-2. リスザルを用いた不溶性ｒYadA経口投与による rYadA特異糞中 IgA誘導の検討 
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 不溶性 rYadA の経口投与型ワクチンとしての効果を検証するためリスザルを用いて実験
を行った。供試個体は、リスザルを飼育している施設のうち、エルシニア症の流行がない施
設で飼育されていたコモンリスザル (S. sciureus)3 頭である。3 頭の内訳は検体番号
Pr14141M（雌、約 12 歳）、Pr14142M（雌、約 15 歳）、Pr14143M（雄、年齢不明）で、
いずれも屋内飼育されていた。 
 
4-2-1. 不溶性 rYadA ワクチンの経口投与 
 
 ワクチン投与と経時的採材は、協力施設内で実施された。不溶性 rYadA 抗原（PS 株）を
それぞれ、Pr14141M には 100µg、Pr14142M には 500µg、Pr14143M には 1,000µg、滅
菌 PBS 溶液により総量 0.1ml となるように希釈した。ワクチン初回投与日を 0 日目とし
て、1 週間間隔に 3 回、ワクチンを餌に混ぜて経口投与した。また、0 日目から 1 週間間隔
で 5 回、採血および糞便の回収を行った。2ml の血液を凝固促進剤入り血清分離管に採取、
転倒混和、遠心分離して血清を回収し､冷凍した。糞便は、一回当たり 10g 以上になるよう
回収した。処置時に体重測定と外景検査を実施し、削痩や下痢の有無などを確認した。最終




4-2-2. ELISA 法による糞便中抗 YadA 特異的 IgA 抗体価の測定 
 
第３章で行ったマウスにおける糞便中抗 YadA 特異的 IgA 抗体価の測定法をもとに、以
下に記載した方法で測定した。 
 まず、糞便の重量を測定し、その 4 倍量の wash solution で希釈後、3,000rpm、4℃で 15
分遠心分離した上層をさらに 6,000rpm、4℃で 30 分間の遠心を行った。その後、Halt 
Protease Inhibitatitor single-use cocktail（Thermo scientific）を 1%になるよう添加し、
サンプル原液とした。第３章のマウスでの糞中抗 rYadA 特異的 IgA 抗体検出の条件検討で
最適濃度とした 500ng/well に ph9.4 炭酸緩衝液で希釈した調整し、糞中抗 rYadA 特異的
IgA 抗体検出用プレートを作製した。作製したプレートに、サンプル原液と wash solution
で 2 倍、4 倍、8 倍、16 倍、32 倍、64 倍、128 倍と段階希釈し、各ウェルの量が 50μl/well
となるように分注した。室温で 1 時間反応後、wash solution で 5 回洗浄。2000 倍希釈し
た Goat anti-human IgA, biotinated を 50μl/well 入れ、室温で 1 時間静置。さらに wash 
solution で 5 回洗浄し、1000 倍希釈した Streptavidin-HRP を 50μl/well 加え、室温で 1
時間反応させ、反応液を捨て再度 wash solution で 5 回洗浄した。その後、TMB One 







4-1. リスザル繁殖施設リスザルにおける血清 IgG 抗体価測定および糞中菌量測定、エルシニア
症発症頭数の調査   
 
施設 A、Bのエルシニア症により死亡した個体数は、(Figure. 4-2a)に示したとおりで、Aでは、
ワクチン投与によって 2009 年以降エルシニア症による死亡個体は出ていないが、B ではワクチン
接種後も年に 1 頭から 3 頭程度の死亡個体がみられた(Figure. 4-2b)。これらのリスザルから
は、Y. pseudotuberculosis が分離され、病理学的にも以前に診断されているサル類の報告
例(中村. 2011, 宇根. 2003)と所見が一致したため、これらのリスザルはエルシニア症によ
り死亡したと診断した。死亡時の年齢と分離されたY. pseudotuberculosisの血清型を(Figure. 
4-2c)に示した。これらの個体は、いずれも抗体価の低い 1 歳未満の個体であった。また、分離
された菌株の血清型は、2011 年以前は、2011 年にみられた O4b 以外は、すべて O1b であ
ったが(中村. 2011)、2011 年以後は(Figure. 4-2c)のとおり O2bや O3がみられるようになった。 
  施設 A、Bのリスザル群における糞中の Y. pseudotuberculosis保有状況は、2014年に Aで
Y. pseudotuberculosis 血清型 O3、血清型判別不明株がそれぞれ 1 個体ずつ計 2 頭から分離
されたのみであった。いずれも症状はみられなかったが、直ちに抗生物質を経口投与し除菌した。 
施設 A と Bの抗体価推移の違いを比較するために 0歳齢を除いた個体群の rYadA 特異 IgG
抗体価を測定したところエルシニア症の発生のある B では、抗体価が全般的に高かったが、年に
よる変動が多く、特に、エルシニア症により3頭が死んだ年の抗体価に低値傾向があった。しかし、
エルシニア症が発生しない A では、年々、抗体価は右肩上がりで上昇し、2015 年度は、2011 年
度より約 1.7倍に上昇した (Figure. 4-3)。 
また、血清 rYadA 特異 IgG 抗体価を測定した個体群から 0 歳から 1 歳の個体のみを抽出
し、それぞれの年齢経過ごとの rYadA 特異 IgG 抗体価を観察し、陽転した個体を調べたと
ころ、施設 A,B 双方で、年齢を重ねるごとに増加する傾向にあったが、B では、A と比較
して 0 歳からの抗体価の上昇が低調で、陽転しない個体が 54％存在した (Figure. 4-4a,b)。 
また、年齢の明らかな B において、観察期間中のリスザルの年齢ごとの抗体価を観察した
ところ、どの年代も 0 歳から徐々に上昇しはじめ、6~7 歳ほどでピークに到達したのち、減






作製した遺伝子組み換え YadA 抗原を、ワクチンプロトコールに従い、3 週間、毎週 1 回、
経口投与を行い、投与開始から投与終了後 1 週間までの糞中の抗 rYadA 特異 IgA 抗体価を
ELISA により測定した (Table. 5)。その結果、100µg 投与した Pr14141M、500µg 投与し
た Pr14142M、1,000µg投与した Pr14143Mのいずれにおいても糞中の抗 YadA 特異的 IgA
抗体価は、ワクチンの投与によって上昇した (Figure. 4-6a)。Pr14142M および Pr14143M 
の 2 頭の糞中抗 rYadA 特異 IgA 抗体価は初回投与から 2 週間で約 2 倍に増加し、3 回目の
最終投与から 2 週間後が抗体価のピークであった (Figure. 4-6a)。一方、Pr14141M は、初
回投与から 1 週間後に 2 倍に増加し、2 週目がピークで、最終投与 1 週間後から、抗体価の
緩やかな減少がみられた。血清抗 rYadA 特異的 IgG 抗体価は、ワクチン投与前にすでに高
値を示していたが、経口ワクチンの投与によって一時的な増加が認められ、投与量の最も多




4-1 の実験結果からは、かつてエルシニア症が流行していた施設 A では、ワクチン接種によ
り、エルシニア症の流行はなくなったが、施設 B では、エルシニア症の流行がワクチン接
種開始から 8 回、観察期間中の 6 年間で 5 回生じ、死亡したサルは合計 14 頭に達した。 
施設 B で観察期間中に死亡した死亡個体からの分離菌の血清型を同定したところ、Y. 
pseudotuberculosis O1b, O2b, O3, O4b が検出された。これらの血清型の分離結果から、従





血清型の違いとしては、ヒトにおいては、欧米では Y. pseudotuberculosis O1a, O3 および、
Y. enterocolitica O8の分離頻度が高いのに対して、わが国ではY. pseudotuberculosis  O1b, 
O2b, O3, O4b, O5b など様々な血清型が分離されている (坪倉. 1997, 林谷. 2005)。サル類
では西日本で O1b、東日本で O4b が高頻度に分離される (宇根. 2003)。中村らの報告によ
ると、O2b や O3 はサル類では比較的分離頻度は低く、実際エルシニア症流行 22 事例中、
どちらも 1 事例ずつしかみられなかった (中村. 2011)。これらの報告から、病原体、ワクチ
ン側の要因として、ワクチンによって一時 O1b が駆逐されたものの、ほかの血清型にはワ
クチンが効果的でなく感染、死亡に至った可能性、また、血清型によって宿主の感受性が異
なる可能性、分離された O2b や O3 が、リスザルに O1b とは異なる機序で病原性を発揮す
る可能性が考えられた。しかし、中村 (中村. 2011)の報告では、過去に分離された O1b と




 また、宿主側の免疫学的な要因として、rYadA ワクチンを投与した協力施設 A,B のいず
れの施設でも、1 歳未満の個体で抗体保有率が低く、成獣における抗体保有率が高値を示し
た。このことは、中村  (中村 . 2011)の報告と一致し、1 歳以下の幼若個体で、Y. 
pseudotuberculosis に対する抵抗力が低く、感受性が高い結果を支持するものであった。発




































 施設 B の成獣における血清抗 rYadA 特異 IgG 平均抗体価の推移とエルシニア症による
死亡個体数の関係を比較したところ、エルシニア症の発生数が 2 頭であった 2011 年度、3
頭であった 2013 年度の血清抗 YadA 特異的 IgG 抗体価はいずれも 1.3 以上と高値を示し
た。それらの結果は、血清中の抗体価が、ワクチンによる免疫賦与に加えて環境中の Y. 
pseudotuberculosis の存在を反映する可能性があると考えられた。2010 年度より上昇して
いた抗体価が、2012 年に約 0.2 低下したことについては、この時の B のリスザル群の平均




で、A における抗体価は、B に比べると 2011 年度当初低値を示したが、毎年上昇したこと、
また死亡個体もでなかったことから、2012 年から rYadA ワクチンを導入したことによっ
て、不活化 Y. pseudotuberculosis ワクチンよりも効率よく YadA に対する抗体価を賦与で
きたと判断した。rYadA ワクチンは、不活化 Y. pseudotuberculosis ワクチンよりも精製効
率が良いため、今後のさらなる利用が期待される。 
施設 B で 6 年間に死亡した合計 14 頭のワクチン歴を整理したところ、死亡個体は、2 頭
が 2 回、12 頭が、1 回のワクチン歴があった。ワクチン接種から、免疫が成立するのには、
約 2 週間程度は必要だと考えられており、これ以前に病原体の暴露を受けた場合は、感染、
発症の可能性がある。ヒトのエルシニア症は潜伏期間が 2〜20 日（平均約 8 日）といわれ





接種で 18 頭中 13 頭が Y. pseudotuberculosis 感染に抵抗できると考えられる、カットオフ
値を超える十分な抗体を獲得し、2 度目のワクチン接種で、さらに 2 頭が陽転した。一方 B
では、5 年間の抗体価の測定において、12 頭中 3 頭が 1 度目のワクチンでカットオフ値を
超える抗体価の上昇がみられた。さらに翌年、2 頭が陽転した。このことから、抗体価を保
有しないリスザルへ、2 回以上のワクチン接種で約半数のリスザルに免疫を賦与できること
が確認された。一方、4 回のワクチン接種を経験した A のリスザル 2 頭、および B のリス
ザル 3 頭で十分な抗体を獲得できなかった。岩田らの実験によると、エルシニア症の多発
する 9 カ所のサル飼育施設で飼育されていた 363 頭のリスザルに不活化 Y. 
45 
pseudotuberculosis ワクチンを皮下投与した結果、2 頭でワクチン投与による抗体価の上昇
がみられず、その後エルシニア症を発生したことが報告されている (岩田,2007, Han, Paik 





リスザルの出産は 7 月から 8 月までに終了するため、すべての新生仔は、B で 12 月、A で




A、B 両施設での野外臨床実験で、接種時期 (A:2 月、B:12 月)が唯一異なる条件である。
B の新生仔のワクチンへの反応が A に劣る要因として、接種時期を今後考慮する必要があ
るかもしれないと考えられた。また、今後 B でエルシニア症の流行を防ぐため、抗体価が
上昇しないリスザルへの何らかの新たな対応策が必要であると考えられた。 
以上より、4-1 の実験では、施設 A,B において、成獣のエルシニア症の流行が一切認めら
れなかったこと、不活化 Y. pseudotuberculosis ワクチンから rYadA に変更した翌年から A
で成獣の抗 rYadAIgG 抗体価の上昇が認められたことから、少なくとも成獣には rYadA ワ
クチンが有効であると考察した。次に、新生仔の抗体価の推移を観察した結果、年に 1 度、
合計 2 回以上の rYadA ワクチン接種を行うことで約半数の若齢リスザルに免疫賦与を行え
ることが明らかとなった。また、B でエルシニア症の流行を防ぐことができない要因とし
て、飼育環境、接種時 A よりわずかに若齢であること、Y. pseudotuberculosis の血清型の
変遷、若齢個体への免疫が不十分であること、などの因子が感染を左右した可能性が考えら
れ、今後これらを 1 つ 1 つ詳細に検討する必要があると考えられた。 
4-2 の実験では、1000µg、500µg、100µg のどの投与量においても、糞中の抗 rYadA 特
異 IgA 抗体価は投与から 2 週目には投与前の 2 倍に上昇した。1000µg および 500µg では




































第１章では、まず免疫原として、Y. pseudotuberculosis が普遍的に保有する接着因子 
Yersinia adhesion A (YadA) に注目し、ｙad Aを大腸菌に挿入して YadA産生遺伝子組換え
大腸菌 4株を作出した。うち、生産性が高く、精製し易い 2株(PS,TF株)選抜した。第 2章では、
1 章で選抜した 2 株が産生する組換え YadA (rYadA)の免疫原性を、マウスを用いて感染実験
で、抗体価、生存率および病理学的所見で評価した。その結果、PS 株産生 rYadA ワクチンに高
い免疫原性が認められた。第 3 章では、rYadA の経口ワクチンとしての効果を評価した。その結
果、局所感染阻止には至らなかったが、糞中 rYadA 特異 IgA抗体価の上昇、生存率の向上とい












たしているタンパクである Yersinia adhesin A (YadA)に注目し、遺伝子組換え大腸菌を用いて
YadA (rYadA)を生産した。麻布大学病理学研究室が所有する 5 株の Y. pseudotuberculosis 
(阪大 4b, 16M, 04M, 7M, コウモリ由来) のもつ YadA遺伝子をシークエンス解析したところ、既
存のデータベースに登録されている配列に最も相同性の高い阪大 O4b株の塩基配列 yadA を 3
種のベクターを用いて大腸菌に組み入れ、PS, BX, Ⅲ, TFの 4株を作製した。このうち、PS, BX
株の rYadA は水に不溶性の封入体物として発現し TF 株とⅢ株は、水に可溶性のタンパクとして












わち、従来の不活化 Y. pseudotuberculosis ワクチンよりも高い生存率を実現し、rYadA が病態
悪化を阻止していると結論づけた。 
第１章で作成した PS 株由来と TF 株由来 rYadA を、マウスを用いた免疫実験で評価したとこ
ろ、PS 株由来不溶性 rYadA 投与群では、rYadA 特異 IgG抗体価が上昇したが、TF 株由来可
溶性 rYadA 投与群では上昇しなかった。また、免疫後暴露実験により従来の不活化 Y. 
pseudotuberculosisと効果を比較したところ、PS株由来不溶性rYadA投与群の生存率は100％、














し、その維持期間は、100µg経口投与群 で 1週間、500 µgで、3週間、1,000 µgで 2週間で
あった。また、これらの結果を勘案して、500 µg /匹を経口投与後、暴露実験を行ったところ、生存






4 リスザルを用いた rYadA ワクチン臨床実験 
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って年ごとに変動した。さらに、エルシニア症は B 施設でのみ発生して 2002 年より合計 22 頭が
死亡し、1 例を除いていずれも 1 歳未満の幼若個体であった。0～1 歳時から、継続して抗体価が
測定できたサルを対象として、抗体価の推移を追跡したところ、B 施設では、A 施設と比較して無
反応あるいは上昇が低調な個体が 54％もいた。さらに、B施設で死亡したリスザルから分離された
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急務であった。これまで我々は Y. pseudotuberculosis がもつ接着因子のひとつ Yersinia 











第 1 章 遺伝子組換え大腸菌による、rYadA の作製 
rYadA を作製するために、まず遺伝子組換え大腸菌の作製を行った。麻布大学病理学研
究室が所有する 5 株の Y. pseudotuberculosis (阪大 4b, 16M, 04M, 7M, コウモリ由来)のも
つ YadA 遺伝子(yadA; 単量体で全長 1,299bp)をシークエンス解析したところ、既存のデー
タベースのものと比較して、阪大 O4b 株が最も相同性が高かったためこの株の yadA を用
いて組換え大腸菌を作製した。Y. pseudotuberculosis 阪大 O4b 株より抽出した yadA は、
3 種類のベクターを用いて大腸菌に形質転換させ、組換え大腸菌株を 4 株(PS, BX, Ⅲ, TF)
作製した。このうち、ベクターpGEX-6p-1,を用いた株(以下 PS, BX 株)の rYadA は水に不
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株(PS と TF 株)を選定し、以降の実験に使用した。 
 
第 2 章 rYadA 投与による免疫原性の評価 
第 1 章で作成した rYadA の免疫原性を感染実験により評価した。BALB/c マウスを、①
群：PS 株由来不溶性 rYadA100µg ②群：TF 株由来可溶性 rYadA100µg ③群：不活化 Y. 
pseudotuberculosis 20mg ④群：PBS 0.2ml に分け、1 週間おきに 2 回皮下投与し、その
後 Y. pseudotuberculosis 生菌を 107個経口投与して２週間観察した。その後、1) ELISA に
よる、rYadA、Y. pseudotuberculosis 特異 IgG 抗体価、2) 生存率 3) 病理学的検索によ
り効果を判定した。ELISA によるマウスの抗体価は、①群では、rYadA 特異 IgG 抗体価の
みが有意に上昇した。③群では、rYadA および Y. pseudotuberculosis 特異 IgG 抗体価が有
意に上昇した。また、免疫後暴露実験では、②と④群は Y. pseudotuberculosis 経口感染後






これは Y. pseudotuberculosis に対する免疫が働いた結果、組織修復が起きたと考えられた。 
以上の結果から、作製した rYadA が免疫原として有効であること、また、生存率の違い






第 3 章 rYadA 経口投与による免疫原性の評価 
経口投与による効果を病理学的、微生物学的および免疫学的に評価した。ICR マウスを
用いて、①群：rYadA 経口投与群 100µg ②群：500µg ③群：1000µg で週１回ずつ 2 回投
与し、ELISA で糞中 rYadA 特異 IgA 抗体価を測定したところ、すべての群で rYadA 特異
IgA 抗体価の上昇がみられたが、用量によって抗体保有期間が異なっており、②群で最長で、
3 週間持続し、①群で 2 週間、③群で 1 週間であった。また、脾臓中の 1g 当たりの菌量も、
投与群の方が比較的少なかった。これらの結果を勘案して、500µg が最も適当な投与量と
考え、BALB/c マウスを用いて 500µg /匹を 1 週間ごとに計 2 回経口投与後、暴露実験を行
った。その結果、生存率は 100%であった。 
よって、経口投与によっても防御効果があることが示された。しかし、血清中 rYadA 特











頭前後飼育）と B 施設(60 頭前後飼育)に協力を依頼し、ワクチン投与実験を行った。それ
ぞれの施設で、年１回リスザル全頭を捕獲し、 2005～ 2011 年までは不活化 Y. 
pseudotuberculosis ワクチン、2012～2013 年までは不活化ワクチンと rYadA の混合ワク




その結果、両施設のサルの YadA 抗体価の平均値は、A 施設ではワクチン投与開始当初は
低値であったが、5 年後には初年の 1.7 倍程度に上昇した。一方 B 施設における抗体価の平
均値は A 施設より高いものの、栄養状態や気候などによって年ごとに変動した。そして、
エルシニア症は B 施設でのみ発生して 2002 年より 22 頭が死亡し、1 例を除いていずれも
抗体価の低い 1 歳未満の個体であった。さらに、2 つの施設で、0～1 歳時から、継続して
抗体価が測定できたサルを対象として、抗体価の推移を追跡したところ、ワクチン投与ごと
に抗体価は上昇していったが、B 施設では、無反応あるいは上昇が低調な個体が 54％もい
た。直腸スワブの培養検査では、2014 年に A 施設から Y. pseudotuberculosis 血清型 O3 と
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症個体から分離される血清型が 2011 年以降劇的に変化していることなどが考えられた。 
２．リスザルにおける rYadA 経口投与型ワクチンの試み、リスザル 3 頭を用いて、
No.1：rYadA 100µg No.2 : 500µg No.3：1,000µg として、週１回、計 3 回経口投与し、３
週間にわたって糞中 rYadA 特異 IgA 抗体価を測定した。その結果、No.2 と No.3 は、投
与回数に正比例して抗体価が上昇し、抗体価はワクチン投与後３週間維持された。また、






The study of the vaccine of yersiniosis 
 
Introduction 
Yersinia pseudotuberculosis is a gram-negative short bacillus belonging to the family 
Enterobacteriaceae and a cause for yersiniosis which is a zoonosis. Y. pseudotuberculosis 
has pathogenicity in various animals such as monkeys, bats, birds and so on, and causes 
fatal epidemics in around the world. Among them, monkeys are particularly sensitive to 
Y. pseudotuberculosis, and fatal cases due to yersiniosis of various monkeys including 
chimpanzees and orangutans which are rare animals have been reported so far as known. 
In Japan, especially, squirrel monkeys have serious epidemic in various facilities mainly 
in the west of the Kanto region. When infected with Y. pseudotuberculosis, the infected 
animal develops severe acute intestinal infection causing sepsis and death. Yersinosis in 
monkeys is an acute infection, it is often difficult to treat because it is severe at the time 
of finding, and administration of antibiotics at late stage of illness is risking endotoxin 
shock. Also, currently prophylactic methods are only hygiene control and preventing 
contact birds and rodents, which are regarded as natural hosts (infection sources), but 
these animals are small or flying, so it is extremely difficult to avoid contact with Y. 
pseudotuberculosis while fulfilling the purpose of "exhibiting animals" at the zoo, so 
establishment of preventive method such as vaccine was urgent. We have controlled 
yersiniosis by inactivating Y. pseudotuberculosis with formalin, which strongly 
expressed Yersinia adhesin A (YadA), one of the adhesion factors of Y. pseudotuberculosis. 
However, this vaccine has the following problems : ① The preparation procedure is 
complicated and there is a risk of infection to the maker, ② Capture of animals and 
anesthesia are essential for subcutaneous administration, so both the surgeon and the 
animal is dangerous, ③ There is a problem that infection can not be prevented because 
intestinal local immunity can not be induced. Therefore, in this study, the solution for 
the ploblem ①, we used recombinant YadA (rYadA) that is extracted from Escherichia 
coli of genetic recombination, and we considered Drug Delivery System (DDS) for in vivo 
drug transport system for ② and ③, we tried to solve it by developing an oral vaccine. 
The purpose of this study is to develop an orally administered vaccine that can be 
inducing intestinal local immunity to prevent yersiniosis in monkeys. 
 
Chapter 1. Preparation of rYadA by recombinant E. coli 
For producing rYadA, firstly genetic recombinant E. coli was made. Sequence analysis 
of the YadA gene (yadA; monomer, total length 1,299 bp) possessed by 5 strains of Y. 
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pseudotuberculosis (Handai O4b, 16M, 04M, 7M, Bat) owned by the laboratory of 
veterinary pathology in Azabu univ was carried out. Then, as compared with that of the 
existing database, since Handai O4b strain had the highest homology, recombinant E. 
coli was made using yadA gene from this strain. The yadA gene extracted from Handai 
O4b was transformed into E. coli using three kinds of vectors and four strains (PS, BX, 
III, TF) of recombinant E. coli strain were made. Among these, rYadA of a strain using 
the vector pGEX-6p-1 (PS and BX strain) was expressed as an insoluble inclusion body, 
and rYadA from pCold-TF (TF strain) and pCold-Ⅲ (Ⅲ strain) was expressed as a 
soluble protein. For this reason, PS and BX strains are all the same except for enzyme 
cleavage sites, so we decided to use PS strain for future experiments. In addition, strain 
Ⅲ was expressed as a soluble protein, but it was decided not to use because it can not 
be purified because it has no carrier for purification. For the TF strain, it hs a carrier, 
which was purifiable by metal affinity chromatography, so it was decided to use it for 
purification. On the database, YadA is described as a soluble protein and it is expressed 
on the membrane of Y. pseudotuberculosis. PS and BX strain’s rYadA was expressed in 
the cytoplasm of E. coli and caused a change in three-dimensional structure, so it was 
thought that rYadA was expressed as an insoluble inclusion body. It is thought that this 
was caused the influence of the purification carrier GST expressed on the N-terminal of 
YadA, the performance of the vector, the full length of YadA is too long to transform into 
the E. coli, but it could not be clarified by experiments. 
Conclusion In this experiment, we succeeded in producing four recombinant E. coli 
strains and selected two strains (PS and TF) which were easy to use as immunogens and 
were used for the subsequent experiments. 
 
Chapter 2. The study of immunogenicity by rYadA subcutaneous administration 
The immunogenicity of rYadA made in Chapter 1 was evaluated by challenging Y. 
pseudotuberculosis. BALB / c mice were divided into ① group: insoluble rYadA derived 
from PS strain 100 μg ② group: soluble rYadA derived from TF strain 100 μg ③ group: 
inactivated Y. pseudotuberculosis 20 mg ④  group: 0.2 ml of PBS, administered 
subcutaneously twice at intervals of one week. After, 107 orally administered Y. 
pseudotuberculosis were orally administered and observed for 2 weeks. Thereafter, The 
effect of vaccines was compared by 1) ELISA, rYadA, Y. pseudotuberculosis specific IgG 
antibody titer, 2) survival rate 3) pathological findings. The antibody titers of mice by 
ELISA were significantly elevated in rYadA-specific IgG antibody titer in ① group. In 
Group ③ , rYadA and Y. pseudotuberculosis specific IgG antibody titer increased 
significantly. Also, in the challenging Y. pseudotuberculosis, all of mice in ② and ④ 
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groups died within 12 days after infected Y. pseudotuberculosis. On the other hand, there 
was a significant difference between the survival rate of 100% in ① group and 60% in 
③ group.Also, macroscopically, the severe spleen enlargement, multiple white nodules 
in spleen and liver, Peyer 's patches and mesenteric lymph nodes all of which were 
characteristic of yersiniosis was observed in all mouse who died , Peyer's patches and 
mesenteric lymph nodes were severe in surviving mice ① and ③ group, but spleen and 
liver lesions were mild. Histologically, there were no necrotic lesion like yersisniosis and 
it was that a lesion of spleen and liver was mainly infiltration of macrophages and 
fibroblasts in surviving mice, and it was thought that tissue repair occurred as a result 
of immunity against Y. pseudotuberculosis. 
From the result, it was revealed that the produced rYadA is effective as an 
immunogen, and that the protective effect against yersiniosis can be expected from the 
inactivated Y. pseudotuberculosis vaccine as compared with the difference in survival 
rate. The pathological findings also showed that rYadA inhibited to the disorder caused 
by Y. pseudotuberculosis transferred from the intestinal tract to the whole body. So it 
revealed that rYadA prevented deteriorating of clinical conditions. 
 
Chapter 3. The study of immunogenicity by oral administration of rYadA 
The effect of oral administration was compared by pathologically, microbiologically 
and immunologically. Using ICR mice, ① group : rYadA oral administrated group 100 
μg ② group: 500 μg ③ group: 1000 μg once a week and orally administered a total of 2 
times, and measuring fecal rYadA specific IgA antibody titer in all groups.  In all groups, 
increasing in rYadA specific IgA antibody titer was observed, but the immunization 
period varied depending on the administration, it was the longest in group ②, lasted 3 
weeks, it was 2 weeks in group ① and 1 week in ③ group. In addition, the amount of 
Y. pseudotuberculosis per 1 g in the spleen was also relatively few in all the 
administrated group. Considering these results, exposure was carried out after 500 μg / 
mouse was orally administered once a week and a total of 2 times for 500 μg / mouse 
using BALB / c mouse. As a result, the survival rate was 100%. 
Therefore, it was revealed that rYadA had protective effect even by oral 
administration. However, serum rYadA specific IgG antibody titer did not rise, Peyer 's 
patch enlarged like the resistant mice of chapter 2 and mild to moderate characteristic 
lesions of yersiniosis were found in spleen and liver. Therefore, rYadA could not induce 
systemic immunity to prevent becoming advanced pathological lesions, and it was found 
that the fecal antibody titer in this experiment did not prevent infection in the intestinal 
tract. Furthermore, we will try to give antibodies with high titer in the future. However, 
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other studies have reported that preventing infection could not be achieved only by 
induction of specific IgA. Therefore, in the future, we aim to give specific IgA and 
systemic immunity with higher titer, longer duration, by investigating IgA antibody titer 
effective for the preventing infection and using carriers such as mucosal adjuvant and 
DDS. So, we would like to study the optimal condition (frequency of administration, 
duration and etc.) 
 
Chapter 4. Clinical trials using squirrel monkeys 
1. In order to verify the vaccine effect in squirrel monkeys, we asked for cooperation 
with A facility (breeding around 100 monkeys) and B facility (breeding around 60) to 
conduct a vaccine administration experiment. In each facility, all squirrel monkey 
capture and subcutaneously administered inactivated Y. pseudotuberculosis vaccine 
until 2005-2011, mixed vaccine of inactivated vaccine and rYadA until 2012-2013, rYadA 
vaccine after 2014, serum anti-Y. pseudotuberculosis and rYadA antibody titer was 
measured once a year. Rectal swabs were collected at the time of vaccination and the 
colonization status of Y. pseudotuberculosis was confirmed. In parallel, we monitored the 
lesion of the monkeys who died during the vaccine administration period for taking in 
the epidemic of yersiniosis. As a result, the average value of the YadA antibody titer of 
the monkeys of both facilities was low at the beginning of the vaccine administration at 
the A facility, but increased to about 1.7 times five years after. Although, the average 
value of antibody titer in facility B was higher than that in facility A, it varied from year 
to year depending on nutritional status and climate. Yersinosis occurred only in facility 
B, 22 deaths since 2002, and except for one case, all monkey  was less than one year old 
with low antibody titer. Furthermore, the antibody titer was monitored for monkeys that 
were able to continuously measure the antibody titer from 0 to 1 year old at the two 
facilities, in A facility, the antibody titer increased with each administration of the 
vaccine, but in B facility, 54% of monkeys were unresponsive or low-elevated. In the 
culture of rectal swab, only one case of Y. pseudotuberculosis serotype O 3 and serotype 
unknown strain was detected from A facility in 2014. From the result, at the A facility, 
the rYadA vaccine could prevent the epidemic of yersiniosis, but at the B facility, the 
control of yersiniosis was insufficient. We thought the reasons were that there were 
many vaccine unresponsive monkeys, the frequent fluctuation of antibody titer caused 
external factors, the facility environment with many contact opportunities with natural 
hosts and the serotype isolated from dead monkeys for yersiniosis have been changing 
since 2011. 
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2. We investigated whether rYadA can be used as an orally administered vaccine for 
squirrel monkeys. 3 squirrel monkeys, once a week, orally administered a total of 3 times, 
as No.1 : rYadA 1,000 μg, No.2 : 500 μg and No.3 : 100 μg, and after once a week for a 
total of 3 times fecal rYadA specific IgA antibody titer was measured. As a result, in No. 
1 and No.2, the antibody titer increased in direct proportion to the number of 
administrations, and the antibody titer was maintained for 3 weeks after administration 
of the vaccine. There was also a temporary rise in serum rYadA specific IgG antibody. 
This experiment suggested that local immunization of rYadA was induced to squirrel 
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